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Staphylococcus aureus (S. aureus) est responsable de divers types d’infections chez l’homme 
et les animaux. Dans l’industrie laitière, ce pathogène est régulièrement mis en cause dans les 
infections intra-mammaires sous-cliniques qui persistent chez la vache et qui est à l’origine 
d’importantes pertes économiques. Le caractère chronique de cette infection lié aux échecs de 
l’antibiothérapie, sa difficile détection et l’inexistence de vaccin efficace ont suscité des 
recherches plus approfondies sur les S. aureus à l’origine de la mammite sous-clinique qui 
persiste afin de les diagnostiquer et de mieux les contrôler.  Dans mon étude, j’ai caractérisé 
des marqueurs génétiques et phénotypiques de S. aureus persistant pour les utiliser comme un 
outil de diagnostique.  La découverte de caractéristiques inhérentes aux souches causant des 
mammites bovines persistantes permettrait l'identification rapide de souches potentiellement 
problématiques en début d'infection et la prise de décisions justes prenant en compte la 
gestion thérapeutique et la gestion des troupeaux. La caractérisation des souches persistantes a 
commencé par la détection du profil des superantigènes qui sont des immuno-modulateurs de 
l’hôte. Ce profile nous a permis d’observer l’absence de l’îlot génomique νSaβ-1 chez les 
souches sous-cliniques. Cependant, la présence de seg augmente la probabilité de causer une 
infection non-persistante. L’étude du phénotype a permis d’observer une corrélation entre la 
production de biofilm et le niveau d’activation  du système agr chez les souches persistantes 
et non persistantes. Nous avons observé une surexpression du biofilm suivi d’une sous-
expression d’hld chez les souches persistantes et le phénomène inverse chez les souches non 
persistantes. Le typage par le gène spa a révélé que deux lignées bactériennes (t267 et t529) 
sont responsables de la majorité des cas de mammites sous-cliniques persistantes et cliniques 
au Canada.  
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La mammite est une inflammation de la glande mammaire résultant la plupart du temps d’une 
infection intra-mammaire (IIM) bactérienne. Cette pathologie est la plus coûteuse dans 
l’industrie laitière (soit 150$ par cas au Canada et 179$ US au États-Unis) et sa prévalence est 
estimée à 23% chez les vaches laitières au Canada (Riekerink et al., 2008). Parmi tous les 
agents pathogènes pouvant causer une IIM, Staphylococcus aureus (S. aureus) est le plus 
souvent isolé au Canada (Reyher et al., 2011). La prévalence moyenne d’une IIM à S. aureus 
est estimée à 3,9% chez les vaches laitières au Canada (Dufour S. et al., 2012). 
S. aureus est reconnu mondialement comme une cause fréquente de mammites cliniques et 
sous-cliniques chez les vaches laitières. Une étude épidémiologique réalisée dans les fermes 
laitières au Canada entre 2007-2008 par le réseau Canadien de recherche sur la mammite 
bovine (RCRMB) révèle que la prévalence de S. aureus est de 2,4% dans les cas de mammite 
sous-clinique en période de lactation et de 3% en période de tarissement (Reyher et al., 2011).  
Dans de nombreux pays, le nombre de cas de mammites sous-cliniques causées par S. aureus 
est très élevé. En Slovénie par exemple, la proportion d'infections de la mamelle par S. aureus 
était 48,2% en 1997, 45% en 1998, 48% en 1999 et 53,7% en 2000. Il a été trouvé également 
dans les Pays-Bas des proportions de 17,2% en 1950, 42,8% en 1975 et 40,5% en 2000 
(Pengov 2006). En Italie, la prévalence de l'infection des pis infectés par des souches de S. 
aureus sous-cliniques était de 21% en 2001. Dans une étude en Autriche de 2003, S. aureus a 
été trouvé dans 43% des cas de mammites sous-cliniques (Pengov 2006). Ces infections sont 
responsables d'importantes pertes économiques pour l'industrie laitière, en particulier les 
souches de S. aureus qui causent des infections chroniques persistantes. La présence de ces 
souches réduit la qualité du lait et représente un réservoir de pathogènes (pouvant se propager 
aux autres vaches dans le troupeau) (Sutra et Poutrel, 1994).  
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Haveri et al. 2007, a rapporté l’existence d’une relation entre le profile génétique et la 
capacité d’une souche à persister ou non lors d’une IIM. Ainsi a t’il observé que la présence 
des gènes sed et sej était lié à une IIM persistante alors que la présence des autres gènes était 
associée à la mammite non persistante. Les souches de S. aureus persistantes et non 
persistantes impliquées respectivement dans les cas d’infections persistantes et non 
persistantes peuvent présenter différents génotypes spécifiques de virulence et / ou 
phénotypes qui pourraient inclure la capacité à produire des toxines spécifiques et / ou des 
biofilms (Costerton et al. 1999;  Haveri et al. 2007). Ces facteurs de virulence impliquent 
particulièrement les capacités d’adhérence, d’invasion, de toxicité et d’évitement des 
mécanismes de défense de l’hôte incluant la formation de biofilm rendant la bactérie 
inaccessible. Ces caractéristiques pourraient donc permettre de distinguer et de prédire la 
persistance des isolats lors d’une mammite sous-clinique (Beenken et al., 2010 ; Haveri et al. 
2007).  
L’expression des gènes de virulence est régulée par le système agr (accessory gene regulator) 
(Novick et Geisinger, 2008). Ce système influence le niveau de transcription et de traduction 
de plusieurs groupes de gènes de virulence (par l’entremise de l’ARNIII, le transcrit du gène 
de hld), soit une production importante des protéines sécrétées (entérotoxines, hémolysines et 
les leucocidines) aidant la dissémination concomitante avec une réduction de la production de 
biofilm, soit des protéines de surface telles que les adhésines aidant la colonisation (fnbA, spa) 
(Novick, 2003).  
La prédiction de la persistance ou non de S. aureus chez la vache est devenue cruciale pour le 
diagnostic d’une mammite sous-clinique afin d’orienter l’antibiothérapie. La détermination du 
niveau d’activation du système agr pourrait donc aider à distinguer les souches sous-cliniques 
non persistantes des souches persistantes. Dans le cadre de mon projet de maîtrise, il s’agissait 
de valider l’hypothèse selon laquelle, les marqueurs génotypiques (tels que seg, sen, sec, tst) 
et phénotypiques bactériennes (telle qu’une formation importante de biofilm et l'expression 
relativement élevée ou faible de hld) pourraient permettre de séparer les souches de S. aureus 
non persistantes des isolats persistants pour les utiliser comme une valeur pronostique pour 
prédire qu’une mammite sous-clinique à S. aureus deviendrait persistante ou non (soit au 




1.1 La mammite bovine 
 
1.1.1 Industrie laitière canadienne 
 
Les fermes laitières canadiennes sont à la base d'une activité économique représentant 26 
milliards de dollars (Doyon, 2004). Aujourd'hui, le marché canadien est surtout approvisionné 
par la production laitière canadienne. Ce montant découle directement de la production et la 
vente du lait de la ferme et de sa transformation en produits laitiers, et indirectement des 
emplois créés chez les fournisseurs d'intrants aux producteurs et transformateurs (Doyon, 
2004). 
La mammite bovine est la pathologie la plus commune et la plus significative sur le plan 
économique pour l'industrie laitière. Ces pertes sont principalement dues aux laits rejetés à 
cause de la haute teneur en cellules somatiques qui indiquent une infection intra mammaire. 
Un grand nombre de pathogènes sont capables de coloniser la glande mammaire (Bar et al., 
2008).  
Ceux susceptibles de donner une mammite sous-cliniques au Canada, par ordre d’importance 










Figure 1 : Les pathogènes impliqués dans une mammite bovine 
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1.1.2 Mammite à S. aureus 
 
Une mammite est une inflammation d'un ou plusieurs quartiers de la mamelle, laquelle résulte 
généralement d’une infection bactérienne. Une mammite peut être causée aussi par des 
levures (Candida ), des algues microscopiques, ou un traumatisme de la mamelle, mais ces 
causes sont beaucoup plus rares (Reyher et al., 2011). Le caractère clinique ou non d’une 
mammite est majoritairement influencé par le genre et l’espèce de la bactérie pathogène 
(Rainard et Riollet, 2006). L'infection mammaire à S. aureus peut prendre diverses formes 
suivant qu'elle soit associée ou non à des signes cliniques : on distingue les mammites 
cliniques associées a des symptômes inflammatoires et des infections sous-cliniques qui sont 
celles associées à l’absence de symptômes de la maladie (Sutra et Poutrel, 1994). 
 
1.1.2.1 Mammite Clinique 
 
La mammite clinique est la forme la plus sévère et fulminante de la maladie. Elle se 
caractérise par la présence de symptômes fonctionnels et locaux. On observe une modification 
du lait dans son aspect, sa texture et dans la quantité produite, ainsi qu'une inflammation du 
ou des quartiers atteints avec rougeur, tuméfaction, chaleur et douleur (Humblet et Godeau, 
2005). Les ganglions retro mammaires peuvent être hypertrophiés. On parle alors de mammite 
aigüe.  
La mammite aigue se caractérise par une inflammation du quartier plus ou moins importante, 
et avec une présence de grumeaux dans le lait. Une hyperthermie n'est pas systématique. 
L'évolution est lente et l’infection devient chronique en l'absence d’un traitement. On observe 
également des cas d’enkystement de bactéries dans le parenchyme mammaire (Humblet et 
Godeau, 2005 ; Wallemacq et al. 2010).  Dans certains cas de mammites suraigües, Elles 
évoluent rapidement vers des symptômes délétères. Le lait apparaît aqueux, de couleur 
jaunâtre à rouge foncé, parfois purulent. Le quartier infecté est chaud et l'état général de 
l’animal est fortement dégradé avec un état de choc, une hyperthermie ou hypothermie, une 
déshydratation, une anorexie, évoluant couramment vers la mort de l'animal (Strandberg et al., 
2005 ; Wallemacq et al. 2010).  Dans d’autres cas, on observe la mammite gangreneuse qui se 
caractérise par une très forte inflammation du quartier, suivie d'une nécrose de celui-ci. Le 
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trayon et le quartier deviennent bleuâtres, noirâtres et froids. Le lait est en faible quantité de 
couleur rouge foncé à café et contient des gaz d'odeur nauséabonde (Rainard et Riollet, 2006 ; 
Strandberg et al., 2005 ; Wallemacq et al. 2010). Sans traitement, l'évolution vers la mort de 
l'animal est inévitable 
 
1.1.2.2 La mammite sous-clinique 
 
Les infections sous-cliniques sont responsables d’environ 80 % de l’ensemble des pertes 
économiques associées aux mammites, liées à une réduction de la production et de la qualité 
du lait, ainsi qu’aux coûts de traitements et de préventions (Wallemacq et al., 2010). Lors de 
la mammite sous-clinique l’inflammation est modérée, elle ne présente aucun des signes 
précédemment évoqués : l’état général est normal, la mamelle cliniquement saine et le lait ne 
présente aucune modification macroscopique (Sutra et Poutrel, 1994). Par contre l’examen 
cytologique et bactériologique du lait met en évidence une augmentation parfois considérable 
du nombre des polynucléaires (jusqu'à quelques millions par millilitres) (Okada et al., 1997; 
Strandberg et al., 2005). De même, son analyse biochimique révèle des modifications 
importantes de la composition du lait. Ce sont des infections mammaires asymptomatiques. 
On note seulement une présence de quelques grumeaux en début de traite, lors des premiers 
jets. Les germes responsables sont essentiellement Gram positifs, mais on peut aussi 
rencontrer des mammites sous-cliniques à entérobactéries. Ces mammites sont détectées par 
les examens complémentaires, et surtout par les résultats des comptages cellulaires 
individuels fournis par la laiterie ou le contrôle laitier (Okada et al., 1997; Strandberg et al., 
2005). Elles peuvent résulter d'une infection primaire ou être secondaires à une mammite 
aigüe non totalement guérie. Elles sont beaucoup plus fréquentes que les infections cliniques 
et plus insidieuses car elles sont difficilement détectables. 
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1.1.3 Mammite persistante et non persistante 
 
1.1.3.1 Mammite persistante 
 
Lors d’une infection intra-mammaire sous-clinique, suivant le pouvoir pathogène de S. aureus 
et l'efficacité des défenses immunitaires, l'infection mammaire peut évoluer vers une guérison 
spontanée (mammite non persistante) ou vers l'extension dans le cas de mammite sous-
clinique persistante. Dans le cadre de mon présent projet, la persistance est définie comme la 
succession de trois isolats de S. aureus obtenus à partir de trois échantillons de lait de vaches 
apparemment saines et collectés aux temps zéro (0), 3 et 6 semaines. Plusieurs études 
montrent que les mammites à S. aureus sont moins susceptibles aux antibiothérapies.  Après 
adhésion à la surface des cellules épithéliales, S. aureus peut y pénétrer et s'y multiplier 
(Brouillette et al. 2005). Cette localisation intracellulaire est associée a des infections de type 
chroniques et récurrentes (Bosquet et al., 2005 ; Brouillette et al. 2005 ; Christian et William 
2008 ). Staphylococcus aureus est connu pour résister à la bactéricidie des lysosomes, des 
macrophages et des polynucléaires et peuvent même s'y multiplier (Christian et William 
2008 ; Bosquet et al., 2005).  Lafont et al. 2002 a montré que lors d'infection expérimentale 
par Staphylococcus aureus, la production lactée chute de manière significative par rapport à  
celle de vaches saines.  
L'action des adhésines, des exotoxines et l’invasion des bactéries associées au passage massif 
des polynucléaires provoque la désorganisation des liaisons inter-cellulaires épithéliales 
favorisant la pénétration de l'agent pathogène dans le parenchyme mammaire (Piccinini et al., 
2012 ; Christian et William 2008). La bactérie peut même atteindre les voies lymphatiques, 
sanguines et provoquer une septicémie. L'apparition de fibrose signifie que l’infection sera 
incurable puisque l'agent pathogène est quasi intouchable dans les micros abcès du 







1.1.3.2 Mammite non persistante 
 
Lors d’une infection de la glande mammaire par S. aureus, la vache, selon l'efficacité de la 
réaction immunitaire et le pouvoir pathogène de la bactérie, peut éliminer d’elle-même le 
pathogène et évoluer vers une guérison spontanée. Dans le cadre de mon projet, la mammite 
non persistante se définit comme la présence positive d’un isolat de S. aureus dans 
l’échantillon au temps zéro (0) semaine et aucun isolat de S. aureus dans les échantillons au 
temps 3 et 6 semaines.  Le lait joue un rôle de véhicule et de milieu nutritif pour les germes. 
Lors de chaque traite, une évacuation du lait peut contribuer à l'élimination des bactéries qui 
ont pu pénétrer dans le quartier. La mamelle possède entre autre, une auto-défense par la 
sécrétion de lactoferrines, le lysozyme, et le système lacto-peroxydase-thiocyanate-
peroxydase dans le lait, qui limite la fixation des agents pathogènes sur les cellules 
épithéliales et leur multiplication (Christian et William 2008 ; Bosquet et al., 2005). 
L’élimination de la bactérie par la vache dépendrait plus de l'animal et de ses réactions 
immunitaires particulières. 
 
1.1.4 Antibiothérapie et résistance associées à la mammite bovine 
 
Malgré une antibiothérapie raisonnée et appropriée, des échecs thérapeutiques ou la non 
guérison bactériologique ne sont pas rares (Christian et William 2008). Rappelons que, pour 
être efficaces, les antibiotiques administrés lors d’un traitement doivent atteindre les bactéries 
responsables de l’infection en concentration suffisante et pendant un temps suffisant. Les 
échecs de l’antibiothérapie des mammites peuvent être expliqués par un ou plusieurs 
phénomènes suivants:  
-les antibiotiques n’atteignent pas le site de l’infection à une concentration adéquate, 
problèmes de maintien de la concentration suffisante pendant la période de temps requise : 
dose trop faible, intervalle trop grand entre deux injections, durées du traitement trop court 
-limites pharmacocinétiques : absorption, disponibilité, élimination, séquestration due à 
l’ionisation, interactions biologiques avec les constituants du lait (protéines, Ca2+), obstacles à 




Facteurs liés aux bactéries : latence bactérienne, les bactéries ne se multipliant pas, elles ne 
sont pas sensibles à la plupart des antibiotiques 
-localisation des bactéries : la localisation intracellulaire et l’invasion tissulaire de certaines 
bactéries (notamment S. aureus) peuvent constituer un obstacle à leur atteinte par les 
antibiotiques ; résistance intrinsèque (naturelle) assurée par les gènes chromosomiques; 
résistance acquise ou émergence de nouvelles résistances aux antibiotiques. 
Cependant, de récentes études menées sur les caractères de sensibilité ou de résistance des 
principaux germes responsables d’infections mammaires ont montré que ceux-ci demeurent 
majoritairement sensibles aux principaux antibiotiques utilisés pour le traitement des 
mammites (Oliveira et al. 2012). De ce fait, les échecs thérapeutiques devraient plutôt être 
imputés à des facteurs d’ordre pharmacologique, à la localisation intracellulaire de certains 
germes ou encore à la constitution, provoquée par certaines bactéries (S. aureus notamment), 
de micro-abcès difficilement curables (Brouillette et al. 2005). 
 
1.2 Staphylococcus aureus  
 
1.2.1 Généralité  
 
Staphyloccocus aureus est un agent pathogène présent partout à la surface de la peau et des 
muqueuses et en particulier au niveau des trayons. En effet, ce pathogène peut survivre dans 
des environnements secs, salins, en aérobie ou non et peut même résister au contact d'agents 
oxydants. S. aureus est une bactérie à Gram positif, productrice de catalase, formant un 
arrangement en forme de grappe et ayant la capacité de fermenter le glucose. Cette bactérie 
comporte aussi plusieurs caractéristiques biochimiques propres à son espèce comme la 
présence d'une coagulase, d'une thermonucléase, d'hémolysines et la capacité à dégrader le 
mannitol. 
Il est connu comme un pathogène opportuniste qui fait partie intégrante de la flore normale de 
20 à 30% des humains sains et il est généralement présent sur les muqueuses nasales ou à la 
surface de la peau (Kluytmans et al. 1997). Mais depuis quelques années, cette bactérie a été 
impliquée dans de nombreuses épidémies à l’échelle mondiale. Il a été observé l’apparition de 
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souches résistantes aux antibiotiques, particulièrement à la méthicilline (SARM) et même à la 
vancomycine (SARV) (Oliveira et al. 2012; Tenover 2008). Il s’agit d’infections cutanées, les 
abcès, les intoxications alimentaires, le syndrome du choc toxique, la septicémie, la 
pneumonie, l’endocardite ou la mammite (Taj et al., 2012). Dans les fermes laitières, S. 
aureus est impliqué dans les cas de mammites cliniques, sous-cliniques, contagieuses et 
chroniques qui sont à l’origine d’importantes pertes économiques pour l’industrie laitière. 
 
1.2.2 Facteurs de virulence 
 
1.2.2.1 Adhésines  
 
S. aureus est équipé d'un grand nombre de facteurs de surface favorisant la colonisation de 
l'hôte.  Les adhésines, communément désignées MSCRAMM (Microbial Surface Components 
Recognizing Adhesive Matrix Molecules), ont pour fonction de reconnaître et de se fixer à 
plusieurs protéines de la matrice extracellulaire de l’hôte, mais elles contribuent également à 
la prolifération, l'invasion et l'induction de l'infection. Les adhésines de S. aureus, les mieux 
élucidées sont  celles encodées par les gènes fnbA, fnbB, cna, clfA, clfB et spa reconnaissant 
respectivement la fibronectine A et B, le collagène et le fibrinogène (Clumping factor) ou la 
fibrine A et B, et la protéine A (Foster, 2005 ; O'Neill et al. 2007). Elles sont aussi très 
importantes dans le processus d'internalisation et de formation de biofilm (Brouillette et al. 
2003; O'Neill et al. 2007). 
Les MSCRAMMs ont une structure commune incluant une séquence signal à leur extrémité 
N-terminale, un domaine contenant le site de liaison au ligand, un domaine exposé contenant 
des séquences répétitives, et un domaine C-terminal contenant le motif consensus LPXTG 
(Leu-Pro-X-Thr-Gly) responsable de la liaison covalente au peptidoglycane de la paroi 
bactérienne. Le motif LPXTG est reconnu par une famille d’enzymes, les sortases, qui vont 
lier de façon covalente l’adhésine au peptidoglycane de la paroi bactérienne (Aires-de-Sousa 




















La protéine A staphylocoque (spa, 42 kDa) est une exo-protéine liée à la membrane de la 
bactérie. Elle est considérée comme une MSCRAMM car elle permet la fixation de la protéine 
A au peptidoglycane de la paroi bactérienne (Stutz et al., 2011).  Elle contient à son extrémité 
N-terminale 5 domaines conservés (E, D, A, B et C) de liaison aux immunoglobulines. La 
partie C-terminale de cette protéine, aussi appelée région X, permet la fixation de la protéine 
A au peptidoglycane de la paroi bactérienne (Shopsin et al., 2000 ; Atkins et al., 2008). La 
région codant pour X est divisée en deux sous-régions: une région polymorphe Xr contenant 
des courtes séquences répétitives (1 à 22) de 24 paires de base et une région constante Xc 
n’ayant aucune séquence répétitive (Foster et Höök, 1998; Heilmann, 2011) (Figure 2). La 
variation de séquence de la région codant pour Xr est générée soit par une délétion, une 
duplication, soit par des points de mutations. Le spa a été l'un des marqueurs génétiques 
simples, les plus efficaces utilisés pour le typage des souches de S. aureus (Atkins et al., 
2008). Cette technique est largement utilisée dans les études épidémiologiques, dans la 
macroévolution mais aussi dans des études à plus petite échelle de S. aureus (Atkins et al., 
2008 ; Hallin et al., 2007).   
Figure 2: Structure de la protéine de liaison au fibrinogène (ClfA) et de la protéine de 
liaison au collagène (Cna) de S. aureus. 
S: peptide signal, A: domaine de fixation du ligand, B: séquences répétitives, SD: 
répétition du dipeptide sérine-aspartate ou région R, W: région pariétale, M: région 














Brouillette et al. (2003), Mitchell et al. (2008), ont montré que les protéines de liaison à la 
fibronectine  étaient importantes dans l’établissement d’une mammite à S. aureus. Deux gènes 
distincts, fnbA et fnbB, codent pour ces deux protéines. Il a été démontré que les souches S. 
aureus qui étaient fnbp-négatif étaient moins virulentes que les isolats fnbp+. De plus, Haveri 
et al. (2008), a démontré que les isolats de S. aureus persistant dans un troupeau de vache était 
majoritairement fnbA+. En 2011, Stutz et al. ont détecté des polymorphismes génétiques dans 
fnbA qui étaient liés à des changements d'acides aminés et qui peuvent se traduire par une 
réduction significative de l'activité du fibrinogène. Les auteurs affirment également que ces 
variations génétiques dans ces isolats de S. aureus pourraient avoir des répercussions sur leur 
capacité de virulence lors d’une mammite bovine. 
Figure 3 : Le gène spa avec chaque boite illustrant les domaines de la protéine et la 
localisation des amorces sens et antisens. 
S: peptide signal, [A-D]: sites de fixation des immunoglobulines, [E]: région 
homologue à A-D; [X]: extrémité COOH-terminale, [Xr]: région contenant des 




Figure 4: Structure des protéines de liaison à la fibronectine de S. aureus 
Les deux protéines FnBPs présentent des régions hautement conservées, 
particulièrement dans la séquence de liaison à la fibronectine. Les pourcentages 
d’homologie sont indiqués entre les régions délimitées par des lignes verticales. Les 
parties N-terminales de FnBPA et FnBPB contiennent un peptide signal S, un 
domaine A de fixation du fibrinogène et de l’élastine et subdivisé en trois sous-
domaines N1, N2 et N3. Les domaines A suivants contiennent des motifs de liaison à 
la fibronectine répétés en tandem. Ils contiennent un site unique de fixation de la 
fibronectine. Les domaines A de FnBPA et FnBPB contiennent respectivement 37-
511 résidus et 37-480 résidus. PRR: répétitions riches en proline, W: région pariétale, 
M: région membranaire, LPETG: motif consensus (Shopsin et al. 2000 ; Foster et 
























1.2.2.2 Superantigènes ou entérotoxines 
 
Les toxines superantigéniques, comprenant les entérotoxines et la toxine du choc septique 
(TSST-1), sont capables de lier directement le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 
de type II des cellules présentatrices d’antigènes aux récepteurs des lymphocytes T. Ce qui 
entraine une prolifération incoordonnée des lymphocytes T et une libération de cytokines pro-
inflammatoires non spécifiques (Fiztgerald et al., 2000; Akineden et al., 2001). On dénombre 
à ce jour 19 types de superantigènes (codés par les gènes sea-see, seg-ser, seu, tsst), présents 






Le biofilm est une communauté de cellules bactériennes enfermées dans une matrice d’exo-
polysaccharides autoproduite et adhérant à une surface inerte ou vivante (Costerton et al., 
1999). Cette matrice constitue un mode de croissance protégée pour les bactéries dans un 
environnement hostile.  
 La formation de biofilm par S. aureus est considérée comme un facteur de virulence très 
important et qui influence grandement la persistance de la mammite bovine (Costerton et al., 
1999 ; Cucarella et al. 2004). On estime que 80% des infections chroniques seraient reliées à 
des souches productrices de biofilm (Davies 2003). Dans le cas d’une mammite bovine à S. 
aureus, la formation de biofilm peut faciliter l'adhésion des staphylocoques et la colonisation 
de l'épithélium mammaire (Melchior M.B. et al., 2006, 2007). Mais surtout le biofilm va 
permettre à S. aureus de résister à l'opsonisation par les anticorps et la phagocytose, ce qui 
explique le caractère chronique de ce type d’infection (Otto M., 2012). En plus, les bactéries à 
l’intérieur du biofilm sont moins sensibles aux antibiotiques par conséquent, très difficile à 
éliminer (Melchior M.B. et al., 2006, 2007). 
La formation du biofilm est un processus complexe qui peut être divisé en trois grandes 
phases : l'attachement primaire de la cellule aux cellules de l’hôte, puis la maturation du 
biofilm qui se caractérise par une adhésion cellule à cellule (ou agglomération de cellules), et 
enfin le détachement de cellules planctoniques du biofilm (Otto M., 2012). 
 
 
1.2.2.4 Les hémolysines 
 
Les hémolysines de staphylocoques sont identifiés comme des facteurs de virulence 
importants qui contribuent à l'invasion bactérienne et à échapper à la réponse immunitaire de 
l'hôte (Da Silva et al. 2005). Les hémolysines alpha, bêta, delta et gamma sont codées par les 
gènes hla, hlb, hld, hlg respectivement. Ces enzymes sont exprimées surtout vers la fin de la 
phase exponentielle de croissance in vitro, considérée comme la phase de dissémination et de 
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destruction des tissus in vivo. À ce stade de croissance, l’hémolysine permet de rendre 
disponible certains nutriments (fer, acides animés et autres) pour la bactérie (Da Silva et al. 
2005 ; Dinges et al. 2000). Les souches productrices d'hémolysines sont discernables par la 
formation d'une zone de lyse claire sur milieu gélose sang (Da Silva et al. 2005). 
L’alpha-hémolysine est la cytotoxine de S. aureus la plus étudiée et caractérisée. Elle est 
considérée comme un facteur de pathogénicité principale en raison de ses effets hémolytiques, 
dermonécrotiques, et neurotoxiques (Dinges et al. 2000). En outre, la beta hémolysine est un 
sphingomyelinase qui est très actif contre les érythrocytes de bœuf (Larsen et al. 2002). La 
delta hémolysine ou δ-toxine est produite par 97% des souches de S. aureus et est traduit à 
partir de la transcription de RNAIII, un acteur clé du système quorum sensing (QS) agr des 
staphylocoques. δ-toxine est un facteur majeur de virulence de S. aureus et provoque 
principalement une cytolyse des globules rouges et blancs mais aussi d'autres cellules de 
mammifères (Dinges et al. 2000). 
 
1.2.3 Le système « accessory genes regulator » ou agr. 
 
Chez S. aureus, la production des protéines de surface et des exoprotéines se fait en deux 
phases. Premièrement, une faible densité cellulaire (faible activité agr au début d’une 
infection), la bactérie produit des facteurs protéiques tels que les MSCRAMMs et d’autres 
adhésines capables de promouvoir la colonisation, l’attachement et l’accumulation du biofilm 
(Antunes et al., 2010). En revanche, à une forte densité cellulaire (forte activité agr), la 
bactérie réprime les gènes codants pour les facteurs de colonisation et initie la sécrétion d’une 
variété de toxines (telles que α-toxine, δ-toxine, et TSST-1) et la sécrétion d’enzymes (telles 
que protéases, lipases, hyaluronidase, et nucléases) qui sont impliquées dans la destruction des 
tissus et/ou dans le détachement du biofilm (Heilmann et Götz, 2010).  En effet, une bactérie 
dont l'opéron agr est inactivé a une virulence très atténuée et un double mutant de délétion 
agr/spa est complètement avirulent dans un modèle d'infection intramammaire (Foster et al. 
1988). 
Chez S. aureus, la transcription de gènes de virulence est régulée par une molécule d’acide 
ribonucléique (ARN) de 510 nucléotides, appelée ARNIII (Novick, 2003). L’ARNIII est un 
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composant du système global du quorum sensing (QS) agr qui active la transcription de gènes 
codant pour les facteurs de virulence et réprime concomitamment la transcription de gènes 
codant pour les protéines de surface (Heilmann et Götz, 2010). Le système agr est constitué 
de deux gènes sous le contrôle de deux promoteurs P2 et P3 et dont la transcription, en 
orientation opposée, génère les transcrits ARNII et ARNIII (Figure 5). L’unité de 
transcription P2 est un opéron qui code pour 4 protéines participant au mécanisme de QS agr. 
La protéine AgrC est le senseur d’un système de traduction de signal à deux composants dont 
AgrA est le régulateur de réponse. La protéine transmembranaire AgrB clive le produit du 
gène agrD au niveau d’une cystéine et libère un oligopeptide de 7 à 9 acides aminés avec un 
cycle thiolactone à son extrémité C-terminale. Cet oligopeptide, appelé peptide auto-inducteur 
(PAI), est sécrété dans l’environnement extracellulaire et son accumulation agit comme un 
signal de densité cellulaire conduisant à l’activation de l’ensemble du système agr. Ce 
phénomène de régulation est appelé «déclenchement par un seuil» (quorum sensing). Le PAI 
se fixe sur AgrC le senseur ayant une activité histidine kinase. L’interaction entre PAI et 
AgrC stimule l’activité kinase de ce dernier qui phosphoryle alors le régulateur de réponse 
AgrA. Cette protéine va augmenter la transcription de l’opéron P3, avec comme conséquence 
une augmentation de la concentration intracellulaire de l’ARNIII, indispensable à l’expression 






















1.3 Génotypes et phénotypes de S. aureus 
 
 
1.3.1 Génotypes et phénotypes de souches de S. aureus impliquées dans une infection intra-
mammaire (IIM) bovine 
 
Différentes études tentent de décrire les gènes de virulence exprimés par S. aureus lors d’une 
IIM sous-clinique et leur implication dans la persistance. Après pénétration de la bactérie dans 
la glande mammaire, la première étape est la colonisation qui consiste à l’adhésion de S. 
aureus aux cellules de l’hôte et à la matrice protéique extracellulaire afin de ne pas être 
évacuée par le flux physiologique. S. aureus expriment alors de nombreux facteurs de 
virulence impliqués dans la phase d’attachement incluant notamment les protéines se liant à la 
fibronectine (FnBP), au fibrinogène (FgBP), au collagène (Cna), ainsi que les clumping factor 
(Clf) A et B, (Foster, 2005 ; O'Neill et al. 2007). Les différentes études réalisées sur les IIM 
rapportent une diversité dans le profile génétique et phénotypique des souches selon le pays, 
Figure 5: The accessory gene regulator (agr) quorum sensing system of S. aureus.  
Le peptide agrD est amené à l'extérieur de la cellule par AgrB. Les peptides s'y 
accumulent puis active le récepteur AgrC. Celui-ci s'auto phosphoryle et transfert 
son phosphate à AgrA qui lui se lie au promoteur d'agr et active la transcription de 
P2 et P3. (Novick and Geisinger, 2008 ; Antunes et al., 2010). 
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la région et le troupeau. En 2011, Ote et al., avaient caractérisé par PCR 38 gènes de virulence 
exprimés chez 229 souches de S. aureus collectés de vaches atteintes d’une mammite. Les 
proportions de détection des gènes d’adhésines les plus significatives étaient (96.9%) de clfA, 
(96.9%) de clfB, (96.9%) d’ebpS, (96.5%) des sdrC,  (83.8%) de  fnbA et de (31.9%)  de cna.  
Après cette phase d’adhésion, S. aureus synthétise de nombreux autres facteurs de virulence 
facilitant l’invasion et la pénétration du parenchyme mammaire, telles que des toxines (les 
hémolysines, les leucocidines) et des enzymes (sortase, protéase, coagulase, lipase, 
hyaluronidase). En 2007, Haveri et al, a détecté les gènes des hémolysines α, γ, δ et β dans les 
proportions respectives de 97.4%, 88.8%, 87.9% et 76.7% de 116 isolats de S. aureus 
collectés à partir de mammites cliniques persistantes et non persistantes. Il a été observé dans 
cette étude que 64.6% des S. aureus possédaient les gènes d’hémolysines. Quant aux gènes 
des toxines leucocidines, 96.9% de lukD et 100% de lukM  ont été trouvés chez les souches de 
S. aureus. L’auteur a également détecté le gène de la toxine exfolative etA dans 18.3% des 
isolats et les proportions des gènes de protéase splA et sspA étaient de 91.3 et 97.4% 
respectivement.  Lors de la pathogénèse de S. aureus, l’expression des toxines 
superantigéniques, de la protéine A et la production de biofilms sont cruciaux pour assurer la 
protection de la bactérie, mais surtout pour l’évitement du système immunitaire de l’hôte 
(Sutra et Poutrel, 1994). Ces derniers facteurs de virulence sont régulièrement identifiés dans 
les études comme étant des facteurs favorisant la persistance de la bactérie chez l’hôte. 
 
1.3.2 Génotypes et phénotypes susceptibles d’influencer la persistance d’une IIM bovine 
 
Chez Staphylococcus aureus, les facteurs de virulence tels que les superantigènes, la protéine 
A et la production du biofilm jouent un rôle important dans la résistance et l’évitement du 
système immunitaire de l’hôte. Les différentes études effectuées sur la distribution des 
superantigènes chez S. aureus collectés de vaches atteintes de la mammite montrent une 
grande hétérogénéité et une diversité de combinaisons  de gènes de virulence.  
En 2011, Günaydın et al. a détecté des superantigènes et le gène de tst chez  S. aureus 
(n=130) sous-cliniques. Il a été observé que 64.9% des isolats possédaient un ou plusieurs 
superantigènes. Les proportions des gènes prédominants étaient seg (16,2%) et sei (16,2%), 
18 
 
suivie par sec (15,4%), sed (10,8%), et sej (10,8%). Le gène tst était détecté dans 5,4% des 
isolats. Également, Haveri et al. a observé en 2007 que les superantigènes étaient présents 
dans 80% des isolats obtenus à partir d’une mammite persistante contre 63.9% chez les isolats 
non persistants. La différence était significative et les gènes sed et sej ont été associés à la 
mammite persistante. En 2007, Hwang et collaborateurs ont isolé 44 souches de S. aureus à 
partir d’échantillons de lait de vaches apparemment saines. Dans cette étude, l’auteur a 
détecté par PCR les superantigènes sea à see, seg à sej, selk à selr, et selu. Un total de 10 
superantigènes (sea, seb, seg, seh, sei, selk, selm, selo, seln, selq) a aussi été détecté. Le 
profile génétique des superantigènes était composé majoritairement de seg, sei, selm, seln, et 
les gènes selo, qui a été détecté dans 16 isolats (36,3%).  
Le gène spa de la protéine A inhibe l’opsonisation et la phagocytose médiée par les anticorps 
dirigés contre S. aureus, en fixant la fraction constante des immunoglobulines de type G (IgG) 
(Foster, 2005).  Cette protéine est prédominante chez la majorité de S. aureus et son typage 
permet de définir les sous populations ou la lignée du clone impliquée dans une infection (Oté 
et al., 2011). Par ailleurs Said et al., (2010) ont rapporté que le  spa  type t529 était 
prédominant dans les souches cliniques alors que Mitra et al., observait que le type t267 était 
associé à la mammite persistante.  
Lors d’une IIM à S. aureus, en plus de faciliter l’adhésion et la colonisation de la glande 
mammaire, le biofilm contribue également à l’évasion du système immunitaire, conduisant à 
l’apparition d’infections persistantes (Cucarella et al., 2004 ; Melchior M.B. et al., 2006, 
2007). Cependant, le pourcentage de souches de S. aureus produisant du biofilm in vitro varie 
fortement d’une étude à l’autre (Otto, 2012; Melchior et al., 2006). En 2012, Szweda et 
collaborateurs ont évalué la production de biofilm de 132 isolats de S. aureus prélevés chez 
des vaches atteintes de mammites. Cette production de biofilm a été évaluée par Congo Red 
Agar (CRA) et dans les plaques 96 puits. Un total de 76 (57.6%) souches de S. aureus 
produisaient du biofilm. De même, en 2010, Dhanawade et collaborateurs avaient également 
évalué la production de biofilm d’une collection de 102 souches de S. aureus isolées de 
vaches atteintes de mammites sous-cliniques. La production de biofilm par ces souches  a été 
évaluée par « Congo Red Agar (CRA)», en tube et en plaque 96 puits. La proportion de S. 
aureus producteur de biofilm par CRA, tubes et par plaques étaient respectivement de 49 
(48.03%) dont 30 (61.22%) icaAD positifs, de 37 (36.27%) dont 22 (59.45%) icaAD positifs 
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par la méthode des tubes et de 30 (29.41%) dont 21 (70%) icaAD positifs. L’expression de 
l’opéron icaADBC et la production de biofilm sont très variables selon les conditions de 
culture (Melchior M.B. et al., 2006, 2007). 
Ainsi le profile génétique et phénotypique de S. aureus diffère d’un auteur à l’autre, d’une 
étude à l’autre, d’un pays à l’autre.   
 
 
1.4 Techniques de typage de S. aureus 
 
1.4.1 Les différentes techniques de typage 
 
Les récentes techniques de typage développées sont principalement basées sur la détection de 
polymorphismes au niveau de l’acide nucléique (ADN) (Ikawaty et al., 2008). Elles ont été 
introduites en utilisant des techniques de biologie moléculaire. On parle de méthodes de 
typage moléculaire et d’épidémiologie moléculaire (Ikawaty R., et al., 2008). Les techniques 
de typage communément utilisées sont les techniques de gel d’électrophorèse en champs 
pulsé (PFGE), le typage de Multilocus sequence (MLST), le typage de la protéine A de S. 
aureus (spa-typing), la répétition en Tandem Polymorphe (MLVA) (Ikawaty et al., 2008). 
Chacune des techniques présentent des avantages et des inconvénients dans leur pouvoir 
discriminatoire, leur coût, leur reproductibilité et leur capacité de typer. 
 
1.4.2 Typage par MLVA 
 
Récemment une nouvelle technique de typage, le MLVA (multi-locus variable number of 
tandem repeats analysis) a été développé en exploitant les séquences d’ADN répétées en 
tandem à l’intérieure d’un gène ou d’un locus d’une espèce bactérienne (Belkum, 2006). Ces 
séquences d’ADN répétitives sont variables en nombre d’une souche à l’autre. Ces répétitions 
en tandem constituent une proportion variable des génomes bactériens, de 1 à 2% en général 
(Belkum, 2006). Les répétitions en tandem sont des répétitions en tête-bêche d’un motif 
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séquentiel d’ADN. Cette variation de répétitions est provoquée par le fait que la polymérase 
copie de façon erronée certains segments lors d’un mésappariement par glissement de brins 
d’ADN (slipped strand mispairing) (François et al., 2005 ; Belkum, 2006). La polymérase 
reste ‘coincée’ dans certaines régions du génome, raison pour laquelle certaines séquences se 
voient dupliquées ou éliminées. De telles erreurs surviennent très rapidement, d’où l’utilité du 
MLVA qui permet d’identifier les évolutions « plutôt récentes » d’une population bactérienne 
(François et al., 2005 ; Gilbert et al, 2006). Cette technique s’appuie notamment sur les 
principes de la PCR multiplex, en amplifiant les séquences répétées dans le gène à l’aide de 
couples amorces. Une PCR multiplex est d’abord réalisée en amplifiant cinq a six loci (spa, 
ssp, sdrC, sdrD, sdrE, clfA et clfB) (Sabat et al., 2003). La longueur des différents fragments 
du produit PCR est ensuite déterminée de façon très précise par électrophorèse capillaire. 
Lorsqu’on connait la longueur d’un tel élément répétitif, on peut calculer le nombre de 
répétitions. Ceci est fait automatiquement via un logiciel spécialisé, tel que BioNumerics 
(Pourcel et al., 2009). En 2003, Sabat et collaborateurs ont développé et adapté cette 
technique au typage de S. aureus. Il s’agissait dans cette étude de discriminer des S. aureus 
cliniques en analysant le produit d’amplification de sept (7) gènes (spa, ssp, sdrC, sdrD, sdrE, 
clfA et clfB) renfermant des répétitions en tandem. Cette technique s’est avérée ayant un 
excellent pouvoir discriminatoire semblable à celui du PFGE et du MLST. En plus, la MLVA 
s’est avérée très facile à mettre en œuvre, peu coûteuse, rapide et est reproductible entre 
laboratoire. Cette technique est de plus en plus utilisée dans les études épidémiologiques 
impliquant S. aureus aussi bien pour les souches humaines qu’animales. Le pouvoir 
discriminatoire du MLVA a été évalué par rapport au MLST et PFGE dans différentes études. 
Nous pouvons citer l’étude comparative de techniques de typage de Malachowa et al. 2005, 
portant sur 59 MRSA et MSSA collectés à partir de diverses infections cliniques humaines. À 
l’aide d’une PCR multiplex, les séquences répétitives ont été amplifiées dans les gènes spa, 
sspA, sdrCDE, clfA, clfB. Les auteurs ont observé que le pouvoir discriminatoire du MLVA 
était relativement faible par rapport au PFGE et la concordance des résultats de typage était de 
72,9% avec le PFGE, de 44,1% avec MLST et 62,7% avec le spa-typing. L’inconvénient de 
cette technique est qu’une nouvelle optimisation doit être effectuée pour chaque espèce, 
chaque sérotype. Il faut sélectionner les bonnes amorces, optimiser la PCR multiplex et mettre 




1.4.3 Typage spa 
 
Le typage du gène spa est l’une des plus récentes méthodes de typage spécifique à S. aureus, 
"spa-typing", basée sur l’analyse du polymorphisme de séquence du locus spa et des relations 
phylogénétiques. Le gène spa comprend 2 régions, une région polymorphe (X) et une région 
conservée. La région polymorphe (X) est constituée d'un nombre variable de répétitions de 24 
paires de bases situées dans la région C-terminale (Atkins et al., 2008). Cette région est 
amplifiée par PCR puis séquencée et un code est attribué à chacune des souches. Les 
interactions hôte-pathogènes ont donc été utilisées pour identifier les souches de l'hôte 
commun et les propriétés spécifiques des tissus. Cette technique est largement utilisée dans 
les études épidémiologiques, dans la macroévolution mais aussi dans des études à plus petite 
échelle de S. aureus (Atkins et al., 2008). Le spa a été l'un des marqueurs génétiques simples, 
les plus efficaces utilisés pour le typage des souches de S. aureus. Son pouvoir discriminatoire 
est proche de la PFGE et de MLST (Ikawaty et al., 2008). En 2007, le programme Canadien 
de surveillance des infections nosocomiales (CNISP) a mené une étude visant à examiner le 
spa-typing comme une méthode alternative au PFGE. Dans ce cadre, un total de 1488 isolats 
de CMRSA provenant du CNISP et du laboratoire national de microbiologie ont été typés par 
spa-typing et par PFGE. Il faut noter que ces isolats ont été collectés dans tous les provinces 
du Canada par le CNISP sur une période s’échelonnant sur 13 ans. Le typage a produit 802 
profiles PFGE uniques et 1452 types spa. En identifiant et en regroupant les profiles de 1 à 
10, on observe quelques différences. La forte concordance des types spa et des types 
épidémiologiques déterminés par PFGE a permis l’utilisation du spa-typing comme technique 
de rechange au PFGE au Canada. Cette technique a été également validée en Belgique pour la 
surveillance épidémiologique des S. aureus dans une étude de Hallin en 2006. Il s’agissait 
d’évaluer le pouvoir discriminatoire du typage spa par rapport à celui du PFGE à partir d'une 
collection de 217 souches de S. aureus correspondant aux isolats épidémiologiques belge de 
S. aureus durant les 13 dernières années. Le pouvoir discriminatoire de chacune des méthodes 
de typage a été évalué à 0,96 pour le PFGE et de 0,98 pour le spa-typing avec une 
concordance de 95,9% dans les résultats. Le spa-typing et le PFGE ont montré également une 
forte concordance de 95,5% avec les résultats de typage au MLST. Il ressort alors de cette 
étude que le spa-typing est une technique fiable au même titre que le PFGE et le MLST pour 
la surveillance épidémiologie des S. aureus. Toute fois le typage spa qui est une méthode basé 
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sur un locus unique et devrait de préférence être combiné avec d'autres marqueurs, tels que les 
cassettes chromosomiques staphylocoques ou des gènes de résistance ou la détection des 
gènes de virulence. 
 
1.5 Objectifs de recherche 
 
Dans la littérature, la définition d’une mammite sous-clinique persistante chez la vache reste 
très souvent mal définie. Aucun auteur par ailleurs ne rapporte d’études comparatives de 
profils génétiques et phénotypiques de S. aureus responsables de mammites sous-cliniques 
persistantes versus non persistantes chez les vaches laitières pendant un temps bien définit.   
En 2010, l’étude de Christian L. Jacob dans notre laboratoire a permis de faire une certaine 
association entre l'absence de seg, sec ou tst avec les mammites sous-cliniques et une plus 
grande production de biofilm. De plus, la présence du gène sen et la sous-expression de hld 
coïncidait avec une grande production de biofilm et semblait contribuer à la persistance des 
souches durant le tarissement. Inversement, les souches surexprimant agr auraient une 
capacité réduite à former un biofilm. 
Ainsi existerait-il des différences importantes dans la présence ou l’expression de certains 
gènes de virulence tels que sec, seg, sen, tst, et hld chez les souches de S. aureus ? Certains 
marqueurs génétiques et/ou phénotypiques stables de S. aureus pourraient mener à des 
infections persistantes chez la vache laitière pendant la lactation ou la période sèche. La 
découverte des caractéristiques inhérentes aux souches persistantes permettrait alors 
l'identification rapide de souches potentiellement problématiques et une gestion raisonnée des 
réformes.  
Dans le cadre de mon projet de maîtrise, je visais valider l’hypothèse selon laquelle, les 
marqueurs génotypiques (tels que seg, sen, sec, tst) et phénotypiques bactériennes (telle 
qu’une formation importante de biofilm et l'expression relativement élevée ou faible de hld) 
pourraient avoir une valeur pronostique pour prédire qu’une mammite sous-clinique à S. 
aureus deviendrait persistante, soit au cours de la lactation, soit au tarissement. Pour ce faire 
nous avons  comparé le génotype et le phénotype des isolats sous-cliniques obtenus à partir 
23 
 
d’IIM qui persistent lors de la lactation et du tarissement avec ceux d’isolats d’IIM sous-
cliniques ne persistant pas. Les sous-populations de S. aureus ont été déterminées par typage 
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2-1 Avant propos 
 
Bien que quelques auteurs se soient intéressés aux S. aureus persistants, cette étude est la 
première du genre étudiant la persistance effective du pathogène chez la vache pendant un 
temps bien définit.  Dans cette étude, il s’agissait de trouver les profiles génétiques et/ou 
phénotypiques des clones de S. aureus responsables d’IIM sous-cliniques qui persistent. Les 
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Characterization of intramammary-quarter persistent Staphylococcus aureus. by Veh 
and Klein et al. We compared the phenotypes and virulence gene patterns of persistent and 
non-persistent subclinical S. aureus isolates from intramammary-quarter infections (qIMI) 
during lactation or at dry-off. We found that biofilm production, hld expression, the spa type 
and the presence of the enterotoxin genes sen, seg and tst are markers that can help 
determining the likelihood of an isolate to produce a subclinical or persistent qIMI. The 
present study significantly expanded our current knowledge on the genotypic and phenotypic 
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Staphylococcus aureus (S. aureus) is a significant pathogen that frequently causes clinical and 
subclinical mastitis in dairy cows. S. aureus involved in persistent and unapparent 
(subclinical) intramammary-quarter infections (qIMI) represent a reservoir and a risk for 
dissemination of the pathogen within the herd. To compare the phenotypes and virulence gene 
patterns of a total of 285 persistent and non-persistent subclinical qIMI, quarter milk samples 
were systematically collected from asymptomatic cows across Canada. A collection of 81 
clinical qIMI isolates were also studied for comparison. VNTR typing (variable number of 
tandem repeats) was used to validate the persistence of the same S. aureus strain in three 
consecutive quarter milk samples collected at intervals of 3 wk during lactation or before and 
after dry-off. These isolates were compared genotypically (seg, sen, sec and tst) by using PCR 
and spa typing. Biofilm production and hld expression levels were quantified using a 96-well 
plate colorimetric method and qPCR, respectively. The genes seg and sen were associated 
with a reduction in the likelihood of the bacteria to be in a clinical mastitis case or being 
persistent in subclinical lactational isolates and dry-cow isolates, respectively. On the other 
hand, gene tst was associated with increase odds for isolates to be in a clinical case. We found 
that the odds of being persistent according to biofilm production were not significant for the 
lactation period or the dry-off period. However, both dry-off and lactational isolates produced 
significantly more biofilm than isolates collected from cows with clinical mastitis during 
lactation and isolates producing more biofilm were more likely to be subclinical by 83%. 
Also, we showed that isolates expressing more hld were more likely to be non-persistent 
during either lactation or the dry period. Three spa types were predominant (t529, t267, and a 
novel type: t13401). The spa type t529 was the most frequent and strains carried several 
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superantigen genes, notably both sen and seg in 75.5% of the isolates. The spa type t529 was 
found across all the groups of isolates. The novel spa type (t13401) produced significantly 
more biofilm than t529 and t267 and only one isolate (6%) was of this spa type in clinical 
isolates. The present study significantly expanded our current knowledge on the genotypic 
and phenotypic traits of S. aureus isolates associated with qIMI persistence. 
 




Staphylococcus aureus (S. aureus) is a worldwide pathogen causing many serious diseases in 
humans and animals. It is an important etiological agent of clinical and subclinical bovine 
mastitis and causes major economic losses to the dairy industry as it reduces both milk quality 
and production (Awale et al., 2012; Bar et al., 2008). Of particular interest are the S. aureus 
isolates responsible for subclinical and persistent intramammary-quarter infections (qIMI) that 
usually respond poorly to antimicrobial treatments and that can remain undetected because 
they often only cause minor or unapparent clinical symptoms (Sol et al., 2000). The presence 
of such strains represents a reservoir that maintains the occurrence of S. aureus infections in 
herds (Anderson and Lyman, 2006; Sutra and Poutrel, 1994). An epidemiological study on 
dairy farms in Canada between 2007-2008 by the Canadian Bovine Mastitis Research 
Network (CBMRN) showed that S. aureus was the predominant microorganism isolated from 
milk and mastitis cases all together (Reyher et al., 2011). 
 
Staphylococcus aureus potentially produces several virulence factors that can contribute to 
persistence (Dinges et al., 2000; Oliveira et al., 2011a; Sutra and Poutrel, 1994). These factors 
can be divided into different groups, including surface-associated factors, degradative 
enzymes, staphylococcal enterotoxins (such as SEC, SEG, SEN and others) and toxic shock 
syndrome toxin-1 (TSST-1) (Haveri et al., 2008; Oliveira et al., 2011a). The enterotoxins are 
known as superantigen toxins because of their ability to polyclonally activate T cells in a 
nonspecific manner (Dinges et al., 2000). This ultimately causes the host immune system to 
be inefficient and may explain in part the existence of chronic and recurrent infections 




Biofilm formation by S. aureus is considered an important virulence factor, which may 
influence the persistence of the pathogen during bacterial-induced bovine mastitis (Cucarella 
et al., 2004). It is estimated that 80% of chronic infections are associated with biofilm-
producing bacteria (Davies, 2003). Biofilms reduce opsonization by antibodies and 
phagocytosis (Otto, 2013). In addition, the bacteria within biofilms are less susceptible to 
antibiotics and very difficult to remove (Costerton et al., 1999; Melchior et al., 2006, 2007). 
 
Most bovine staphylococcal strains can produce hemolysins as shown by their hemolytic 
activity on sheep blood agar (Aarestrup et al., 1999). These pore-forming exotoxins induce 
pro-inflammatory changes in mammalian cells, inactivate the immune system by their direct 
cytotoxic effect and degrade tissues, providing bacteria with nutrients and facilitating 
spreading to new sites (Dinges et al., 2000). The delta-hemolysin or δ-toxin is produced by 
97% S. aureus strains and mainly causes cytolysis of red and white blood cells as well as 
other mammalian cells (Dinges et al., 2000; Larsen et al., 2002). It is translated from the 
transcript RNAIII, a key player in the quorum sensing system (agr) of staphylococci (Novick 
and Geisinger, 2008). The RNAIII/hld transcript plays an important regulatory role and 
inversely controls the production of bacterial cell-surface associated proteins and secreted 
virulence factors. Expression of RNAIII/hld is itself controlled and permitted by agr (Dinges 
et al., 2000; Novick and Geisinger, 2008). Agr thus regulates the level of transcription and 
translation of several groups of virulence genes (Novick and Geisinger, 2008). Once agr is 
activated by bacterial density through secretion of an autoinducing peptide, transcription of 
the regulatory RNAIII/hld allows reduction of surface proteins such as adhesins required for 
colonization. At the same time, RNAIII/hld allows the production of secreted proteins such as 
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nucleases and proteases thus helping the release of bacteria from biofilms (Novick, 2003; 
Otto, 2013) 
 
Staphylococcus aureus characteristics and the importance of some virulence factors in the 
ability of isolates to cause persistent qIMI have not been completely investigated. A few 
studies have reported predominating S. aureus clonal types that can modulate the outcome of 
mastitis (Buzzola et al., 2001; Fitzgerald et al., 2000; Matsunaga et al., 1993; Smith et al., 
1998; Zadoks et al., 2002; Haveri et al., 2005). It has already been shown that S. aureus 
involved in bovine mastitis present specific virulence genotypes and/or phenotypes that 
include the capacity to produce specific toxins and/or biofilm (Cucarella et al., 2004; Haveri 
et al., 2008) but additional information is needed for a complete understanding of the disease 
and more specifically for the persistence of qIMI.  
 
The aim of the present study was to determine whether genotypic markers such as seg, sen, 
sec, tst and the spa type as well as the phenotypic expression of biofilm and the level of 
RNAIII/hld expression could be of prognostic value to predict the likelihood that S. aureus 
subclinical qIMI, either during lactation or at dry-off, would become persistent. This study 
systematically compares those virulence markers in well-characterized and validated 
persistent isolates. These strains were also compared to those causing typical clinical mastitis. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Bacterial Isolates Collection 
Staphylococcus aureus strain Newbould (ATCC 29740) was used as the reference strain for 
comparison to a total of 366 S. aureus isolates from subclinical and clinical cases of mastitis. 
Isolates were obtained from the CBMRN Mastitis Pathogen Culture Collection (MPCC) 
(Faculté de Médecine Vétérinaire, Université de Montréal, St-Hyacinthe, QC, Canada). All 
isolates were collected from 29 herds in 2007 and 2008, and were obtained from four different 
areas of Canada (Atlantic provinces, Quebec, Ontario and Western Canada). Systematic 
sampling of quarter milk samples allowed lactational isolates to be collected from subclinical 
intramammary-quarter infections (qIMI). Isolates that could be cultured from the 3 successive 
3-weekly quarter milk samplings (S1, S2, S3) during the lactation period and that shared the 
same VNTR type (variable number of tandem repeats for 5 loci, as evaluated by multiplex 
PCR, see subsequent description) were defined as persistent isolates (P-SUB, n = 139). Those 
defined as non-persistent lactational isolates (NP-SUB, n = 38) were present at the first 
sampling S1 but not at both S2 and S3. In addition, lactational isolates causing moderate to 
severe clinical mastitis were also collected (CLIN, n = 81) for comparison. More details on 
sampling procedures, herd and cow characteristics and the CBMRN isolate collection is 
provided in Reyher et al. (2011). 
 
Dry cow-fresh cow isolates (DC-FC) were retrieved from milk of apparently normal milking 
quarters (i.e. subclinical qIMI) before dry-off and after calving. Isolates that could be 
retrieved at drying-off and freshening, that shared same VNTR type and that, therefore, 
apparently survived antibiotic therapy were defined as persistent (DC-FC, n = 44). Non 
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persistent dry cow isolates were collected at dry-off but were not re-isolated at calving (NP-
DC, n = 64). 
 
Preparation of Genomic DNA 
Staphylococcus aureus isolates were grown in brain heart infusion (BHI) broth (BD, ON, 
Canada) overnight at 35˚C. The recommendations from the manufacturers of the Gene Elute 
kit (Sigma Aldrich Canada, Oakville, ON) were followed for chromosomal DNA extraction. 
The exception was the use of lysis buffer composed of 1X TE buffer, lysozyme (45 µg/ml) 
and lysostaphin (200 µg/ml) to achieve efficient lysis of S. aureus cells. DNA extracted was 
stored at -20˚C until used. 
 
Validation of Persistence by VNTR Typing 
The variable numbers of tandem repeat (VNTR) loci typing was described previously by 
Sabat et al. (2003). VNTR was used to validate the persistence of isolates. Persistence was 
validated if DC and FC isolates or lactational S1, S2 and S3 isolates had an identical VNTR 
profile (Fig. 1). Briefly, VNTR is based on analysis of five tandem repeat loci. Repetitive 
DNA from the V8 serine protease (ssp), protein A (spa), Ser-Asp-rich fibrinogen-binding 
protein (sdrCDE), clumping factor B (clfB) and clumping factor A (clfA) genes were 
amplified in a single multiplex PCR. Amplified products were separated by electrophoresis on 
2% agarose gel, stained with ethidium bromide and then visualized by UV transilluminator 
and photographed. The sequences of primers for VNTR are listed in Table 1. For each 
validated series of persistent isolates, the first isolate of the series (DC or S1 isolates) was 




Detection of Genotypic Markers by PCR 
All of the selected subclinical and clinical, persistent and non-persistent, S. aureus isolates (n 
= 367) were used to perform PCR analysis to detect the superantigen genes seg, sen, sec, tst as 
well as the positive control gene femA (Table 1). Oligonucleotide primers were synthesized by 
Sigma Aldrich Canada. One multiplex PCR and two simplex PCR were performed for the 
detection of toxin genes. The PCR reactions were performed in a final volume of 25 μl 
reaction mixture consisted of 2.5 μl of 10X PCR buffer (NEB, Ipswich, MA), 0.2 μM or 0.4 
μM of each primer, 0.4 mM dNTP each, 3 mM MgCl2 (NEB), 0.1 U Taq DNA polymerase 
(NEB) and 300 ng template DNA. All PCR reactions were performed using a GeneAmp PCR 
system 2700 (Life technologies, Burlington, ON). The cycling conditions were the following: 
an initial denaturation at 95°C for 4 min; 35 cycles of 95°C for 30 s, a specific temperature for 
30 s (Table 1), 68°C for 30 s; and a final extension at 68°C for 10 min. One negative control 
and one positive control strain were included in each series of PCR amplifications. Amplified 
products were resolved by electrophoresis on 1.5% agarose gel, stained with ethidium 
bromide (0.5 μg/ml) and visualized by an UV transilluminator. 
 
Biofilm Production 
Isolates were grown on BHI agar supplemented with 0.25% glucose and incubated at 35˚C for 
18-24 h. The culture was used to prepare a bacterial suspension in BHI 0.25% glucose broth 
(0.5 McFarland standard). A 50-μl volume of the bacterial suspension was added to each well 
of a flat-bottom polystyrene microtiter plate containing a half volume of the same medium as 
previously described (Mitchell et al., 2010). The plates were incubated at 35˚C for 24 h. After 
incubation, the wells were washed three times with phosphate buffered saline (PBS), air dried 
and stained with a 0.1% crystal violet solution for 30 min. The plates were washed and the 
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adherent biofilm was then dissolved in ethanol. The absorbance was measured at 560 nm by 
spectrophotometry (Bio-Tek Instruments) and normalized according to the biofilm production 
measured for the reference S. aureus strain Newbould (ATCC 29740). Each experiment was 
repeated three times (each having four technical replicates). 
37 
 
Quantitative Expression of hld (qPCR) 
Bacterial cultures grown overnight were used to inoculate BHI broth to an optical density 
(OD) of 0.1 at 600 nm. The bacteria were then grown at 35°C until they reached 0.4 OD and 
treated with RNAprotect (QIAGEN, Mississauga, ON). RNA was extracted from the pellets 
after bacterial lysis with lysostaphin (200 μg/ml) for 1 h at 35˚C using the RNeasy Mini kit 
and the RNase-free DNase set (QIAGEN). One microgram of total RNA was reverse 
transcribed with 0.5 mM dNTP, 50 ng of random hexamers and 200 U of Invitrogen 
Superscript II reverse transcriptase according to the manufacturer’s recommendations (Life 
Technologies). RNA was hydrolyzed and the cDNAs were purified with the QIAquick PCR 
purification kit (QIAGEN). One microlitre of the cDNA preparation was amplified on the 
Stratagene MX3000P Real-Time PCR instrument with the Jump Start Taq DNA polymerase 
(Sigma Aldrich Canada), SYBR Green and 10 μM of the primers (Table 1). Reaction 
mixtures were denatured for 10 min at 95°C, followed by 35 cycles of 30 s at 95°C, 1 min at 
60°C and 1 min 30 s at 72°C. Dissociation and standard curves were obtained to insure the 
specificity and the efficiency of reactions. Relative expression was calculated by using the 
cycle threshold (Ct) of gyrB as the calibrator gene for each isolate. RNAIII (hld gene) 
expression (ΔCt) was calculated by using the difference between the (Ct) of RNAIII and (Ct) 
of gyrB for each isolate. We used gyrB as a calibrator because gyrB expression did not vary 
significantly in the exponential growth phase. The fold expression of the hld gene from each 
experiment was then normalized with the general value of Newbould (ΔCt) expression (fold 




The polymorphic X region of the protein A gene (spa) was amplified using the primers spa-
1113f and spa-1514r (Table 1), as described by Aires de Sousa et al. (2006). The PCR was 
performed in a total volume of 20 μl containing 100 ng of DNA, 0.2 mM of each dNTP 
(dATP, dCTP, dGTP, and dTTP), 10 pmol of each primer, 5 μl of 10-fold concentrated PCR 
Buffer II (Life Technologies), 1.5 mM MgCl2, and 1.25 U of AmpliTaq DNA polymerase 
(Life Technologies). Thermal cycling reactions consisted of an initial denaturation at 95°C for 
5 min, followed by 30 cycles of denaturation at 95°C for 30s, annealing at 63°C for 30 s, and 
extension at 72°C for 45 s, with a single 7 min final extension. Five microliters of the PCR 
reaction were used to check the amplicons on a 0.8% agarose gel. Another 2.5-ul volume of 
the PCR reaction was diluted with the same volume of nanopure water and sent for 
sequencing at the Plate-forme d'Analyses Biomoléculaires de l'Université Laval (Université 
Laval, QC, Canada). Samples were sequenced using the same primers described before. The 
ab1 files from sequencing were submitted to BioNumerics software v5.1 (Applied Maths) and 
using the spa typing plug-in, all spa sequences were compared against the spa database server 
(http://www.spaserver.ridom.de/). One specific spa type was assigned to each isolate. 
 
Statistical Analysis 
Logistic regression models were developed to predict persistence of isolates according to each 
genotypic markers sen, sec, seg, and tst, biofilm production and hld expression during 
lactation, over the dry-period, and between clinical and chronic lactation samples 
respectively. The models included province of sampling as a fixed effect covariate and herd as 
a random effect. Pairwise differences between provinces were realized with Tukey's multiple 
comparisons test. Multiple comparisons were also realized between the different isolates for 
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mean biofilm production and hld expression from a linear mixed model including herd as a 
random effect and province as a fixed effect. The dependent variable was log-transformed in 
these models due to their skewed distribution. Genetic diversity within each isolate groups 
(CLIN, P-SUB, NP-SUB, DC-FC, NP-DC) was determined with Simpson's index (Simpson, 
1949). Bootstrap significance between each diversity indices was computed using 2000 




Validation of Persistence for Lactational and Dry-off Isolates by VNTR Typing  
In this study, isolates were considered as “persistent” if the isolates from all successive 
samplings showed the same VNTR profile on agarose gel (Fig. 1). Among a collection of 153 
putative cases of persistent lactational isolates (3 isolates per case), 139 cases were validated 
as true persistent by VNTR typing (91% of the original set of isolates showing presence of S. 
aureus in S1, S2 and S3 samples). The non-validated strains were excluded from the study 
and the validated 139 isolates from S1 were the subclinical persistent strains retained for the 
study. These 139 validated persistent isolates were compared to 38 non-persistent isolates (S. 
aureus only present in S1). 
 
From an initial collection of 53 DC-FC isolates (i.e. isolates present before and after dry-off), 
44 (83%) S. aureus were validated as true persistent cases by VNTR typing. The non-
validated strains were excluded from the study and the true 44 DC-FC isolates were compared 




There was no difference in the distribution of the different groups of strains (NP-DC, DC-FC, 
NP-SUB, P-SUB and CLIN) across the four geographic regions (P = 0.222). Statistical 
analysis revealed that persistent P-SUB strains were isolated more frequently in cows which 
had more days in milk during the lactation period (P < 0.001). In addition, cows with 
persistent isolates presented higher somatic cell counts (SCC) in milk (P < 0.001).  
 
Detection of Genotypic Markers 
The distribution of the four superantigen-encoding genes investigated among the different 
groups of isolates is reported in Table 2. The sen and seg genes were the most frequently 
detected. The majority of NP-SUB isolates showed both sen and seg genes (65.8%). In 
contrast, P-SUB isolates that did not possess any of the genes sen and seg or that possessed 
only one of either gene were predominant (59%) in that group of isolates (Table 2). As for P-
SUB lactational isolates, there were more persistent DC-FC isolates negative for or carrying 
only one of the sen or seg gene (63.6%) in comparison to NP-DC isolates (53.1%). Overall, 
statistical analysis for subclinical isolates recovered during lactation revealed that the 
presence of gene seg is associated with a reduction in the possibility that the bacteria persist 
by 66% (OR = 0.34, 95%CI: 0.14-0.84, P = 0.019). This suggests that the presence of seg 
may be associated with non-persistent isolates found in subclinical infections during lactation. 
The same reduction in odds of being persistent was present during the dry-off period for the 
gene sen (OR = 0.39, 95%CI: 0.16-0.97, P = 0.044). 
Interestingly, for isolates causing clinical mastitis during lactation, seg (42.0%) was the most 
frequent gene detected but only 18.5% of clinical isolates had both sen and seg toxin genes, 
whereas 81.5% carried none or only one of sen or seg genes (Table 2). Genes seg and sen 
were also associated with a reduction in the odds for bacteria to be in a clinical mastitis case 
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(OR = 0.54, 95%CI: 0.30-0.96, P = 0.036; and OR = 0.19, 95%CI: 0.10-0.37, P <0.001 
respectively). On the other hand, gene tst was associated with increase odds for isolates to be 
in a clinical case (OR = 3.24, 95%CI: 1.48-7.13, P = 0.003).  
 
Biofilm Production 
The ability to form biofilm was investigated for each isolate group (Fig. 2). Data show that 
persistent DC-FC isolates produced significantly more biofilm than strains that do not persist 
after calving (NP-DC) or isolates that caused moderate to severe clinical mastitis during 
lactation (CLIN). Isolates which caused persistent or non-persistent subclinical mastitis (P-
SUB or NP-SUB) also produced significantly more biofilm than clinical strains (CLIN). The 
odds of being persistent according to biofilm production were however not significant for the 
lactation period or the dry-off period (OR = 1.33, 95%CI: 0.73-2.42, P = 0.349; and OR = 
1.44, 95%CI: 0.95-2.19, P = 0.086 respectively). However, isolates producing more biofilm 
were more likely to be subclinical by 83% (OR = 0.17, 95% CI: 0.08-0.36, P <0.001). 
 
hld Expression 
The expression level of hld was also compared among the different groups of isolates (Fig. 3). 
No statistical differences were found between any pairwise comparisons. Interestingly 
however, isolates expressing more hld were more likely to be non-persistent during either 
lactation or the dry period (OR: 0.93, 95%CI = 0.87-0.99, P = 0.027; and OR = 0.85, 95%CI: 







A total of 18 different spa types were identified from a random selection of 195 isolates that 
included 45 clinical isolates and 150 subclinical isolates (78 and 72 from the lactation and 
dry-off period, respectively). All had 2 to 13 repeats and the numeric code of the spa types 
were assigned based on the repeat succession. Sixteen isolates however revealed a novel spa 
type, which is now registered as t13401 after submission to the Ridom Spa database server. 
The distribution of these 18 spa types among the isolates is reported in Table 3. The spa type 
t529 (n = 93) was the most common and was present in all groups of isolates although it was 
less frequent in DC-FC isolates. The second and third predominant spa types were t267 (n = 
38) and the novel type t13401 (n = 16), respectively. Figures 4 and 5 show some properties 
(biofilm production and hld expression, respectively) of the most frequent spa types (n ≥ 5). 
Interestingly, t529 isolates produced significantly less biofilm than other spa types such as 
t605, t1166 or the t13401 isolates (Fig. 4, P < 0.025). Also, the novel t13401 spa type isolates 
(only 1 found in the CLIN group, Table 3) produced more biofilm than types t267, t359 and 
t529 (P <0.001) (Fig. 4). Inversely, the t529 isolates expressed higher hld levels than types 
t267, t605, t3380 or t13401 (Fig. 5, P < 0.001). Type t529 thus produced less biofilm and had 
elevated hld expression, albeit the range of hld levels was quite large for this spa type. 
 
Table 4 shows the distribution of the enterotoxin genes studied among isolates of the three 
major spa types. Noteworthy, all superantigen genes were most frequent in t529 and 75.3% of 
t529 isolates were positive for both sen and seg genes. Table 5 reports the distribution of 
genes among t529 and across the different groups of strains. Strikingly, most of the t529 
isolates which were positive for both sen and seg genes were distributed in all the subclinical 
isolates (P-SUB, NP-SUB, DC-FC and NP-DC) in contrast to those seen in CLIN isolates 
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(only 22.2% of sen+/seg+). The CLIN group also differed from the other groups by their 
higher frequency of the tst gene (Table 5). 
 
Simpson diversity index represents 1 – probability that any two species drawn from the isolate 
population are the same, and ranges from zero (100% probability) to one (0% probability). 
Genetic diversity increased from 0.59 (clinical isolates) to 0.68 (P-SUB), 0.73 (P-SUB and 
NP-DC), and 0.79 (DC-FC). The only statistical difference between Simpson's indices was 





Bovine mastitis is the most frequent and costly disease of dairy cows (Bar et al., 2008; Reyher 
et al., 2011). Systematic screening of quarter milk samples in the CBMRN National Cohort of 
Dairy Farms (NCDF) over a two-year period revealed that S. aureus was present in 2.4% of 
apparently normal mammary quarters (qIMI) during lactation, and in 3% at dry-off (Reyher et 
al., 2011). These subclinical qIMI decrease milk quality and are a reservoir for transmission 
within the herd. As expected we can confirm that cows with subclinical and persistent qIMI 
presented higher somatic cells counts in milk (P < 0.001). The principal aim of this study was 
therefore to compare persistent and non-persistent S. aureus isolates from such subclinical 
qIMI in the hope of identifying bacterial characteristics associated with persistence. Since S. 
aureus was also found to be the predominant pathogen in clinical mastitis cases (Reyher et al., 
2011), we also compare the properties of the subclinical isolates to those of the clinical 
isolates and examined any relationship or difference. 
 
Visual expression of pathogen infection (i.e., subclinical vs. clinical disease) does not indicate 
qIMI persistence, as both types of infections may be either persistent or non-persistent. 
Persistence is a very important element of S. aureus epidemiology and our study was focused 
on identifying predictors of persistence by comparison with cases that were not persistent and 
that were eliminated. One difficulty in such an investigation is the precision in the definition 
of cases and whether or not the studied isolates can belong to one study group or another. S. 
aureus strains may be capable of causing subclinical or clinical manifestations at one point or 
another. To avoid as much as possible inclusion of transitory strains, our selection criteria for 
lactational qIMI persistence demanded the presence of the same strain three consecutive times 
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in the same quarter milk samples over a period of six weeks. We feel that this avoided 
inclusion of subclinical strains that could have been on a path to clinical qIMI while at the 
same time confirming qIMI persistence. Also included as a comparison in the study were S. 
aureus strains from clinical qIMI. The inclusion of the clinical strains in the study is of 
interest because such isolates might reveal characteristics linked to their ability to accentuate 
an inflammatory response from the host (clinical mastitis). 
 
We feel that optimal data comparisons can be carried out between NP-SUB and P-SUB 
isolates (non-persistent and persistent lactational qIMI isolates, respectively) and between NP-
DC and DC-FC isolates (non-persistent and persistent qIMI isolates recovered during the dry 
period, respectively). Comparing lactational isolates to dry-cow isolates is also tempting 
because one can anticipate that persistent isolates collected during lactation can be the same 
as those that persist through the dry period and vice versa despite the changing physiology of 
the mammary gland. It should be noted that all dry period isolates were submitted to 
antibiotherapy, which implies that dry-cow isolates that persisted through freshening were 
under an additional selective pressure. Note however that from antibiotic susceptibility testing 
of many isolates, equivalent susceptibility levels were found between DC-FC and NP-DC 
strains and it is unlikely that in vitro antibiotic resistance per se is involved in such 
persistence (unpublished data). A poor correlation between in vitro antibiotic susceptibility 
and treatment outcome was indeed previously reported (Apparao et al., 2009). On the other 
hand, it has been previously reported that lower cure rates may be more related to the bovine 





This study thus used “validated” persistent and non-persistent isolates collected from cows 
with subclinical qIMI during the lactation and dry period. These isolates were therefore 
investigated for the presence of superantigen genes (sen, sec, seg and tst), biofilm production, 
hld expression level and spa type, in order to obtain valuable information on genotypic and 
phenotypic patterns that could be used to predict S. aureus persistence. Some specific genetic 
and phenotypic observations on isolates obtained from bovine mastitis have previously been 
reported by studies from different geographic regions such as the USA, Europe, Argentina, 
Brazil and India (Buzzola et al., 2001; Klein et al., 2012; Larsen et al., 2002; Mitra et al., 
2013) and only few studies have investigated S. aureus isolated from persistent bovine 
mastitis (Anderson and Lyman, 2006; Günaydın et al., 2011; Haveri et al., 2008, 2005; 
Matsunaga et al., 1993; Oliveira et al., 2011a; Ote et al., 2011). These studies used a variety 
of methods of analysis, different groups and types of isolates, various definitions of 
subclinical cases, and various definitions or validation of persistence (e.g., clonal persistence 
within a herd vs. qIMI persistence). This variation in methods makes it very difficult to carry 
out comparisons across studies and between different types of infections. 
 
In the present study, the presence of the superantigen toxin gene combination seg+/sen+ was 
more frequent in non-persistent NP-SUB and NP-DC isolates compared to that found in their 
respective persistent counterparts (P-SUB and DC-FC, respectively). Similarly to subclinical 
persistent strains, clinical isolates also showed a low prevalence of the sen+/seg+ gene 
combination (18.5%). Such coexistence of seg and sen in the same isolates has been reported 
(Piccinini et al., 2012). They attributed this phenomenon to their being in the same 
enterotoxin gene cluster (seg, sei, sem, sen, seo, and seu), located on the genomic island vSaß-
1 (Lindsay and Holden, 2006; Malachowa and DeLeo, 2010). In addition, sec and tst genes or 
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their combined presence suggested that some of the strains contained the pathogenicity island 
SaPIbov (Fitzgerald et al., 2001). Thus, the superantigen genes tested in our study (seg, sen, 
sec and tst) were most likely located on two pathogenicity islands (SaPIbov and νSaβ-1), 
which could appear either alone or together in the same isolate. 
 
The presence of the seg gene has frequently been reported in S. aureus strains from bovine 
mastitis (Zschöck et al., 2005). In the present study, the presence of gene seg was associated 
with a reduction in the possibility that a bacteria will be persistent for subclinical isolates 
collected during lactation (NP-SUB vs. P-SUB). Similarly, the presence of gene sen was 
associated with a reduction in the odds of persistence in isolates collected during the dry-off 
period (NP-DC vs. DC-FC). Consequently, we observed that the majority of persistent isolates 
either mostly carried only one of the sen or seg genes or neither of them, indicating the 
absence of the genomic island vSaß-1. Genes seg and sen were also associated with a 
reduction in the odds of being a clinical mastitis case. On the other hand, gene tst was 
associated with increase odds of being a clinical case. Overall, it seems that genes seg and sen 
are associated with a subclinical manifestation of mastitis but not with persistence. Among 
other studies on persistent bovine mastitis, considerable variability has been reported in the 
prevalence of superantigen genotypes between farms and countries (Günaydın et al., 2011; 
Haveri et al., 2008; Piccinini et al., 2012; Wolf et al., 2011). 
 
The ability of S. aureus to form biofilm helps the bacterium to survive hostile environments 
within the host, and is considered to be of major importance for chronic or persistent 
infections (Costerton et al., 1999). Biofilm has been proposed to facilitate the adherence and 
colonization of staphylococci on the mammary gland epithelium, to help evasion from the 
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immunological defenses, and to increase resistance to antimicrobial agents (Cucarella et al., 
2004; Dubravka et al., 2010; Melchior et al., 2006). Biofilms can also release planktonic 
bacterial cells from their outer layers allowing recurrence of infections (Melchior et al., 2006). 
The present study showed that persistent DC-FC isolates from the dry period produced 
significantly more biofilm than isolates that do not persist in fresh cows (NP-DC). It is 
possible that antibiotic treatment removes S. aureus strains with low biofilm production 
during dry-off. Also, both dry-off and lactational isolates produced significantly more biofilm 
than isolates collected from cows with clinical mastitis during lactation (CLIN). The biofilm-
forming ability of staphylococci isolated from bovine subclinical mastitis was also evaluated 
by Oliveira et al. (2006) and Dhanawade et al. (2010) and their findings are in accordance 
with ours. We found however that the odds of being persistent according to biofilm 
production were not significant for the lactation period or the dry-off period. On the other 
hand, isolates producing more biofilm were more likely to be subclinical by 83%. A positive 
correlation between biofilm production and the ability of strains to internalize in epithelial 
cells has also been previously observed and suggests their greater ability to establish chronic 
intramammary infections (Hensen et al., 2000; Oliveira et al., 2011b). Strains that show a 
strong biofilm production and adherence capacity are also the most likely to avoid removal by 
milk flow (Hensen et al., 2000).  
 
In S. aureus, the agr system encodes a two-component quorum-sensing system that modulates 
production of a regulatory RNA molecule, RNAIII, which is the effector molecule of the agr 
system (Novick and Geisinger, 2008). The expression of many toxins and hydrolytic enzymes 
is under the control of this RNAIII. Production of δ-toxin (Hld), which is encoded within the 
RNAIII locus, has been negatively correlated with biofilm production (Beenken et al., 2004; 
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Novick and Geisinger, 2008) and it was used in this study as a surrogate to determine agr 
expression. A low expression of RNAIII would indicate a reduced production of exotoxins 
and a concomitant increase in the production of surface proteins (e.g., MSCRAMMs) which 
help colonization (Novick, 2003; Novick and Geisinger, 2008). Gilot et al. (2002) 
demonstrated that inhibition of RNAIII synthesis leads to a diminution of the virulence 
phenotype in S. aureus. In addition and as expected, Wesson et al. (1998) showed that a strain 
mutated in agr was more efficiently internalized by cultured bovine mammary epithelial cells 
than the wild-type strain. The agr-minus strain also showed increased adherence and biofilm 
formation and these properties were considered important for the development of chronic 
infections (Wesson et al., 1998). Accordingly, we showed here that isolates expressing more 
hld were more likely to be non-persistent during either lactation or the dry period. 
 
The spa gene mediates host-pathogen interactions and the sequence repeats of its polymorphic 
region can be used for typing S. aureus isolates (Said et al., 2010). The spa gene has been 
indeed one of the most successful single genetic markers used for the typing of S. aureus 
strains (Aires-de-Sousa et al., 2006). In the present study, we used spa typing to investigate 
the possible associations between high biofilm production, low hld expression and/or 
persistence. The analysis of 195 S. aureus isolates by spa typing revealed 18 different spa 
types, of which t529 and t267 were found in the majority of isolates. Although statistical 
differences in term of genetic diversity could not be demonstrated, it is noteworthy to 
mentioned that genetic diversity appeared to increase with level of persistence (i.e. from 
clinical to non-persistent lactational, then non-persistent at drying-off, persistent during the 
lactation, and, finally, to persistent over the dry-off period). These differences should, 
however, be further explored and confirmed in a future study. Nevertheless, this observation 
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suggests that persistency is achieved through the development of various mechanisms leading 
to a more diverse isolates population rather than through a common shared specialization 
mechanism among the isolates. 
 
Type t529 isolates were frequently positive for both sen and seg (75.5%), and compared to 
t267, t529 isolates activated significantly more agr (i.e., increased hld expression). It is 
noteworthy that only 22.2% of the CLIN isolates of the spa type t529 showed the sen+/seg+ 
gene combination. The t529 CLIN group also differed from the other groups by the higher 
frequency of the tst gene. A similar study has reported a high prevalence of t267 in subclinical 
mastitis isolates from India (Mitra et al., 2013). Our results are in general agreement with Said 
et al. (2010) who have observed a predominance of spa type t529 and t267 in Canada’s 
clinical bovine mastitis isolates. It should be noted that we also revealed the presence of a 
significant number of isolates with a novel spa type in Canada (t13401). This novel spa type 
was poorly represented in clinical isolates and these isolates produced significantly more 
biofilm and showed lower agr activation than that seen with the t529 isolates. This novel spa 
type might have been overlooked in other studies since it is not frequent in symptomatic 
mastitis cases. More work is needed to characterize this group of isolates. 
 
S. aureus qIMI strains that persist during lactation and those strains that persist from dry-off 
to freshening are especially problematic because they may not be readily detected in daily 
work routines and they provide a reservoir of infective bacteria within herds. The present 
study significantly expanded our current knowledge of the genotypic and phenotypic traits of 
S. aureus isolates associated with persistence. Identification of efficient markers that 
distinguished between those S. aureus more likely to persist and those less likely to persist 
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Table 1: Target genes, primer sequences, expected sizes of amplicons, and PCR conditions. 





seg Fwd: AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC 642 50˚C Jarraud et al., 2002 
Rev: AAACTTATATTGGAACAAAAGGTACTAGTTC  
     sec Fwd: GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG 297 50˚C Jarraud et al., 2002 
Rev: CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT  
     tst Fwd: TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT 180 50˚C Jarraud et al., 2002 
Rev: TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT  
     sen Fwd: ATTGTTCTACATAGCTGCAA 681 50˚C Jarraud et al., 2002 
Rev: TTGAAAAAACTCTGCTCCCA  
     femA Fwd: ACAGCTAAAGAGTTTGGTGCCTIIIIIGATAGCATGC 729 50˚C This study 
Rev:TTCATCAAAGTTGATATACGCTAAAGGTIIIIICACACGGTC  
     hld Fwd: TAATTAAGGAAGGAGTGATTTCAATG 100 60˚C Mitchell et al., 2008 
Rev: TTTTTAGTGAATTTGTTCACTGTGTC  
     gyrB Fwd: GGTGCTGGGCAAATACAAGT 107 60˚C Moisan et al., 2006 
Rev: TCCCACACTAAATGGTGCAA  
     sspA Fwd: ATCMATTTYGCMAAYGATGACCA 132 55˚C Sabat et al., 2003 
Rev: TTGTCTGAATTATTGTTATCGCC  
     spa Fwd: AGCACCAAAAGAGGAAGACAA 290 55˚C Sabat et al., 2003 
Rev: GTTTAACGACATGTACTCCGT  
     clfA Fwd: GATTCTGACCCAGGTTCAGA 945 55˚C Sabat et al., 2003 
Rev: CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT  
     clfB Fwd: ATGGTGATTCAGCAGTAAATCC 880 55˚C Sabat et al., 2003 
Rev: CATTATTTGGTGGTGTAACTCTT  
     sdrCDE Fwd: GTAACAATTACGGATCATGATG 648/580/622 55˚C Sabat et al., 2003 
Rev:TACCTGTTTCTGGTAATGCTTT  
     spa typing spa-113f: TAAAGACGATCCTTCGGTGAG C 110 to 422 63˚C Aires-de-Sousa et al., 2006 




Table 2: Distribution (%) of target genes among all Staphylococcus aureus isolates. 
 
 Lactation period (n = 258) Dry-off period (n = 108) 
Gene CLIN (n=81) P-SUB (n=139) NP-SUB (n=38) DC-FC (n=44) NP-DC (n=64) 
seg+ 42.0 49.6 68.4 34.1 46.9 
sen+ 26.0 51.8 68.4 45.6 60.9 
sec+ 12.4 5.0 10.5 9.1 6.3 
tst+ 24.7 8.6 15.8 15.9 9.4 
sen+ seg+ 18.5 41 65.8 34.1 46.9 
sen- and/or seg- 81.5 59 34.1 63.6 53.1 
 
CLIN, isolates from IMI with moderate to severe clinical signs during lactation; P-SUB, 
persistent isolates from subclinical IMI during lactation; NP-SUB, non-persistent isolates 
from subclinical IMI during lactation; DC-FC, dry cow-fresh cow isolates persisting during 




Table 3: Distribution (%) of Staphylococcus aureus isolates among the different spa types. 
 
   Lactation period (n = 123) Dry-off period (n = 72) 
Spa type n Spa repeats CLIN (n = 45) P-SUB (n = 40) NP-SUB (n = 38) DC-FC (n = 35) NP-DC (n = 37) 
078 2 04-21-12-41-20-17-12-12-17 - - 2.6 - 2.7 
127 1 07-23-21-16-34-33-13 - - - - 2.7 
224 1 07-23-12-21-17-34-33-34 - - 2.6 - - 
267 38 07-23-12-21-17-34-34-34-33-34 20 20 10.5 28.6 18.9 
359 11 07-23-12-21-17-34-34-33-34 8.9 5 2.6 11.4 - 
605 8 07-23 2.2 2.5 - 2.8 13.5 
529 93 04-34 60 45 55.3 28.6 45.9 
1166 5 03-16-21-17-23-13-17-17-17-23-24 - 2.5 5.3 2.8 2.7 
1182  1 07-23-12-21-17-34-34-34-34-34-34-33-34 - 2.5 - - - 
1190 1 07-23-21-17-34-34-34-34-33-34 - 2.5 - - - 
1965 2 07-17-34-34-34-33-34 - 2.5 2.6 - - 
2211 1 04-34-34 - 2.5 - - - 
2445  2 07-16 - - - 2.8 2.7 
3380 9 07-23-12-21-17-34-34 4.4 5 2.6 8.6 2.7 
9129 1 07-16-21-17-34-34-34-33-34 - - 2.6 - - 
10610 1 99-20-69-31-70-13-17-16-16-16 - - - - 2.7 
12186  2 07-23-21-17-34-34 2.2 - 2.6 - - 
13401 16 07-23-12-21-12-21-17-34-34-34-34-33-34 2.2 10 10.5 14.3 5.4 
         
CLIN, isolates from IMI with moderate to severe clinical signs during lactation; P-SUB, persistent isolates from subclinical IMI during lactation; NP-SUB, non-
persistent isolates from subclinical IMI during lactation; DC-FC, dry cow-fresh cow isolates persisting during the dry-off period through freshening; NP-DC, 




Table 4: Distribution (%) of target genes among isolates of the three major spa types. 
 
  
Gene t529 (n = 93) t267 (n = 38) t13401 (n = 16) 
seg+ 84.9 11.4 18.6 
sen+ 80.6 13.2 37.5 
sec+ 15.0 2.6 0 
tst+ 22.6 7.9 18.8 
sen+ seg+ 75.3 2.6 12.5 




































Table 5: Distribution (%) of target genes among isolates of the major spa type t529. 
 
 Lactation period (n = 66) Dry-off period (n = 27) 
Gene CLIN (n = 27) P-SUB (n = 19) 
NP-SUB (n = 
20) 
DC-FC (n = 
10) 
NP-DC (n = 
17) 
seg+ 55.6 100 100 100 88.2 
sen+ 37.0 100 100 100 94.1 
sec+ 22.2 5.2 20 20 5.9 
tst+ 40.7 5.2 25 20 11.8 
sen+ seg+ 22.2 100 100 100 88.2 
      
 
CLIN, isolates from IMI with moderate to severe clinical signs during lactation; P-SUB, 
persistent isolates from subclinical IMI during lactation; NP-SUB, non-persistent isolates 
from subclinical IMI during lactation; DC-FC, dry cow-fresh cow isolates persisting during 
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Figure 1: Examples of persistence validation by VNTR typing. The three first cases were 
validated as persistent because isolates showed the same VNTR profile in the lactational 
samples S1, S2 and S3 taken at 0, 3 and 6 weeks, respectively. The last case was not validated 
as persistent because the S1 isolate profile differed from that of S2 and S3. 
 
Figure 2: Boxplots of biofilm production of the different groups of Staphylococcus aureus 
isolates. Each symbol represents one strain. The horizontal bar represents the median. DC-FC, 
dry cow-fresh cow isolates persisting during the dry-off period through freshening; NP-DC, 
dry cow isolates not found in fresh cows; Clinical, lactational isolates from IMI with moderate 
to severe clinical signs; NP-SUB, non-persistent isolates from subclinical IMI during 
lactation; P-SUB, persistent isolates from subclinical IMI during lactation. 
 
Figure 3: Boxplots of hld expression level of the different groups of Staphylococcus aureus 
isolates. Each symbol represents one strain. The horizontal bar represents the median. DC-FC, 
dry cow-fresh cow isolates persisting during the dry-off period through freshening; NP-DC, 
dry cow isolates not found in fresh cows; Clinical, lactational isolates from IMI with moderate 
to severe clinical signs; NP-SUB, non-persistent isolates from subclinical IMI during 





Figure 4: Boxplots of biofilm production of the predominant spa types of Staphylococcus 
aureus. Each symbol represents one strain. The horizontal bar represents the median. 
Statistical analysis showed that the isolates of spa t1166, t605 and the novel t13401 group 
produce more biofilm than spa t529 isolates. Also, the t13401 strains produce more biofilm 
than the t267 and t359 isolates. 
 
Figure 5:  Boxplots of hld expression level of the predominant spa types of Staphylococcus 
aureus. Each symbol represents one strain. The horizontal bar represents the median. 
Statistical analysis showed that spa type t529 strains have higher agr activation compared to 












































































































Notre caractérisation génétique et phénotypique des souches de S. aureus sous-cliniques 
persistantes chez la vache laitière est la première du genre apportant plusieurs réponses sur le 
profil des souches de S. aureus problématiques dans l’industrie laitière. Ces souches sous-
cliniques, qui sont responsables d’importantes pertes économiques, sont présentement 
difficiles à détecter et à éliminer dans le troupeau. Dans notre étude, nous avons montré que la 
présence ou absence de certains gènes pouvait être corrélée au type d'infection intramammaire 
rencontré. Selon le type de souche, elle va exprimer ou non des adhésines, du biofilm, des 
superantigènes et d’autres facteurs pouvant aider la bactérie à résister à l’antibiothérapie et à 
éviter le système immunitaire de l’hôte. Selon le type de souche, nous aurons donc des 
mammites qui auront tendance à montrer des signes cliniques et d’autres qui auront tendance 
à persister. 
Ce projet a permis d’identifier le profil génétique (sen, seg, sec et tst) et phénotypique 
(biofilm et hld) des souches de S. aureus pouvant devenir persistantes lors d’une infection 
intramammaire. Également, la détermination de la lignée des souches par le typage du gène 
spa vient apporter une précision sur les clones responsables de la mammite sous-clinique 
chronique. Il ressort de cette analyse génétique que les souches sous-cliniques persistantes 
présente une absence de l’îlot génomique νSaβ-1 qui contient les gènes sen et seg. Également, 
la prévalence de la combinaison sec+/tst+ est faible dans les souches sous-cliniques 
persistantes par rapport aux souches causant les mammites avec signes cliniques. Ceci 
suggère que les souches cliniques posséderaient majoritairement l’îlot de pathogénicité 
SaPIbov, indispensable à l’établissement d’une mammite sévère. Bien qu’une tendance de 
profil génétique a été observée chez les souches sous-cliniques, elle ne permet pas de conclure 
définitivement sur le profil génétique de souches persistantes par rapport aux souches non-
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persistantes ou cliniques. De plus le nombre souches relativement faible dans chaque groupe 
de souches (DC-FC, NP-DC, NP-SUB) n’a pas permis d’établir une différence statistiquement 
significative entre ces groupes dans la détection des gènes (sen, seg, sec et tst). Cette difficile 
comparaison du profil génétique de S. aureus a été rapportée par Haveri et al. 2007 et d’autres 
auteurs.  Nous avons toutefois démontré que la présence du gène seg augmente 
significativement la probabilité que l’infection ne sera pas persistante. 
L’évaluation de l’expression des phénotypiques biofilm et hld, révèlent une corrélation 
négative entre la production du biofilm et le niveau d’activation du système agr (expression 
de hld). Dans la littérature scientifique, on remarque notamment que les souches n’activant 
pas le système agr montrent la surexpression d'adhésines et du gène spa de la protéine A et la 
sous-expression de différentes enzymes de dégradation et de toxines hémolytiques. 
L’inactivation du système agr se traduit par la répression de l'hémolysine delta (hld) ou de 
l’ARNm (RNAIII) favorisant l’internalisation de la bactérie dans la cellule épithéliale et/ou la 
production accrue de biofilm qui contribuent à la persistance de l’infection. La répression du 
système agr semble effectivement être très importante dans la modulation d’une IIM 
persistante (Vuong et al. 2000; Beenken et al. 2003).  
Dans mon étude, la détermination de lignées de S. aureus par typage du gène spa a montré 
l’existence de deux importantes lignées cellulaires (t529 et t267) majoritairement 
responsables des IIM au Canada. L’analyse des souches de spa t529 révèle une faible 
production de biofilm et une forte expression de l’hld, contrairement au spa t267 qui révèle 
une production relativement élevée de biofilm et une  faible expression de l’hld. Par 
conséquent, nous associons davantage la lignée de type t529 à la mammite clinique qui cause 
des symptômes sévères chez la vache ; ce type est présent dans 60% des souches cliniques. 
Quant au spa type t267, ces souches sont davantage associées aux infections sous-cliniques 
persistantes. Il avait été rapporté que le spa t529 était prédominant dans des souches cliniques 
(Said et al. 2010) et Mitra et al., (2013), avaient effectivement rapporté que le type t267 
semblait impliqué dans les IIM persistantes. Toutefois, nous avons remarqué que la grande 
production de biofilm et la faible expression du système agr chez un groupe de souches de 
type spa inconnues nécessite une attention particulière dans les études à venir. Ces dernières 
souches ont été majoritairement collectées dans les IIM sous-cliniques et sont très peu 
représentées dans les souches cliniques ou non persistantes au tarissement. Il pourrait s’agir 
de nouveaux clones de S. aureus encore non-décrits, plus spécifique à l’hôte. 
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Les marqueurs putatifs de persistance que nous avons identifiés devront être validés. Une 
approche pourrait être celle du modèle d’infection mammaire chez la souris. Nous verrions 
ainsi si certaines souches ont tendance à causer une infection persistante (seg-, forte 
production de biofilm, faible expression d’agr, type spa t267), ou une infection à signes 
cliniques (seg+, faible production de biofilm, forte expression d’agr, type spa t569).  Il restera 






L’étude comparative des profiles génétiques et phénotypiques des souches de S. aureus 
provenant de mammites persistantes et non persistantes, nous a permis de déceler une certaine 
corrélation entre la production de biofilm, l’expression de l’hld et le type de spa. Cette étude a 
également mis en évidence deux lignées prédominantes de S. aureus en circulation dans les 
fermes laitières au Canada. La première lignée de S. aureus est le type t529, qui a une 
production de biofilm relativement faible et exprime fortement le système agr (hld). Cette 
lignée engendre majoritairement la mammite clinique modérée ou sévère chez la vache 
laitière. La deuxième lignée, de type t267, produit beaucoup de biofilm et n’exprime pas 
fortement l’hld. Ces souches sont majoritairement associées aux mammites sous-cliniques et 
sont très peu représentées chez les souches produisant des mammites cliniques ou qui ne 
persistent pas au tarissement. Les marqueurs de persistance que nous avons possiblement 
identifiés pourraient conduire au développement de stratégies de vaccination et de tests 
diagnostiques spécifiques aux types de souches potentiellement problématiques. De tels outils 
de diagnostique et de contrôle des infections faciliteraient la gestion des troupeaux et 
permettraient une réduction de l'utilisation d'antibiothérapies, lesquelles s’avèrent souvent 
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